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BOITES BIO ACTIVES POUR CULTURES CELLUL AIRE S 



La presente invention a pour objet des boites bioactives pour cultures cellulaires, 
et leurs utilisations pour la mise en oeuvre de precedes d'etude du vieillissement 
cellulaire, de la differentiation cellulaire, et de Fapoptose, de procedes de criblage de 
molecules anti-age, de procedes de criblage de molecules antitumorales, de methodes de 
diagnostic in vitro de la maiignite de cellules tumorales et done de methodes de 
pronostic in vitro de tumeurs, ou de procedes d'etudes concernant des recherches sur la 
signalisation regulant la morphologie, la bioadhesion, la proliferation cellulaires et la 
communication intercellulaire. 

Les travaux des Inventeurs ont initialement porte sur Tutilisation de membranes de 
cuprophane qui etaient plaquees sur le fond des boites de Petri, puis ont teste les 
revStements PVP (polyvinylpyrrolidone), HEC (hydroxyethylcellulose), HPMC 
(hydroxypropylmethylcellulose), et CMC (carboxymethylcellulose). Les avantages et 
inconvenients de ces differents materiaux sont resumes ci-apres. 

1) la membrane de cuprophane 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 heures 

- Morphologie cellulaire agregee (formation d'agregats cellulaires) et/ou 

arrondie 

- Convient aux 6tudes de signalisation cellulaire a 45, 90 et 180 minutes 
(Faucheux et aL, 1998, 1999, 2000, 2001, et 2002, et Duval et al., 1999) 

- Proliferation cellulaire reduite , 

- Ihductrice d'apoptose (notamment sur fibroblastes Swiss 3T3) 
Principaux inconvenients : 

- difficile a utiliser (olis). 

- impossibility de transfert industriel, 

- n f est plus fabriqufeicoinmerciaiement. 

2) revStement de PVP 
Principales caracteristiques : 

- Morphologie cellulaire etalee (resultats identiques a ceux obtenus sur le 
temoin polystyrene (PS)) 

Ce revetement est done inutilisable. 



3) revetement de HEC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite 43 heures 

- Morphologie cellulaire agregee 

- Proliferation cellulaire legerement reduite 
Piincipaux inconvenients : 

- difficulte de mise en oeuvre pour avoir un dep6t regulier sur le support 

4) revetement de HPMC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 heures 

- Morphologie cellulaire agregee 

- Proliferation cellulaire reduite 

- Revetement bien couvrant homogene et facile a mettre en oeuvre 

- Revetement utilisable pour l'injection de cellules agregees a 90 minutes 
(cuprophane defavorable en raison de plis) ; ex : etude de la fonctionnalite de jonctions 
communicantes par rinjection de jaune de lucifer. 

Son principal inconvenient reside dans le fait qu'il ne permet pas Tactivation des 
cellules au dela de quelques heures. 

5) revetement de CMC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 heures et plus 

- Morphologie cellulaire agr6gee et/ou arrondie 

- Proliferation cellulaire reduite. 

Inconvenient: recouvrement incomplet du support : a un anneau de PS reste 
accessible aux cellules a la peripheric (mise en oeuvre assez difficile, peu 
industrialisable). 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que la bi-couche HPMC (ou alcool polyvinylique (PVA))-CMC permet de pallier aux 
inconvenients des revStements etudi6s ci-dessus. 

Les avantages de la bicouche CMC ou PVA sur HPMC sont les suivants: 

- Revetement parfaitement couvrant et facile a fabriquer 

- Stabilite : aumoins 5 jours 



- Morpholep cellulaire agregee (fibroblasts Swiss 3T3, L929, melanomes, 
lignee d'osteoblastes-like MC 3T3 E14 et MC 3T3 El 24) ou arrondie (fibroblastes 
humains) 

- Proliferation cellulaire reduite (melanomes B16C3, B16F0, B16F10), MC 
3T3 fibroblastes murins Swiss 3T3 et L 929. 

- Differenciation des cellules tdmoignee par la synthese de melanine et une 
activite tyrosinase augmentee pour les 3 lignees de melanomes 

- Apoptose induite a 24 et 48 heures : activit6 caspase 3 augmentee (3 lignees 

de melanomes) 

La P r6sente invention a pour objet des boites bioactives pour cultures cellulanes 
comportant sur leur fond une bicouche comprenant une couche primaire interne 
d'hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), ou dalcool polyvinylique (PVA), en contact 
avec le fond des boites, et une couche bioactive externe de carboxym6thylcellulose 

situee sur ladite couche interne. 

Les boites bioactives susmentionndes de l'invention sont davantage caracterisees 
en ce qu'elles se presented sous forme de boites de petri, telles que les boites de petri 
en polystyrene d'origine commercial^ ou sous forme de plaques a puits multiples, au 

fond desquels se situe la bicouche. 

Avantageusement, les boites bioactives susmentionnees de 1'invention sont 
caracterisees en ce que les epaisseurs de la couche interne de HPMC ou de PV A, et de 
la couche externe de CMC, sont de quelques microns, notamment d'environ 1 a 5 
microns. 

L'invention concerne 6galement un precede de preparation de boites bioactives 
telles que definies ci-dessus, caracteris6 en ce qu'il comprend ; 

- une etape d'activation de la surface du fond des boites par des d6charges 

electromagnetiques, 

- le dep6t de la couche interne de HPMC sur le fond des boites, puis sechage, 

- le d6p6t de la couche bioactive v^ame sur la couche primaire seehee obtenue a 

l'etape precedente, puis sechage. 

L'invention a dgalement pour objet l'utilisation de boites bioactives telles que 

definies ci-dessus, pour la mise en oeuvre : 

- de precedes d'etude du vieillissement cellulaire, de la differenciation cellulaire, 

et de l'apoptose, 



- de procedes de criblage de molecules anti-age destinees a prevenir et retarder les 
effets du vieillissement, 

- de procedes de criblage de molecules antitumorales destinees au traitement des 
cancers (recherche d'un effet potential isateur, ou cumulatif par rapport a l'effet 
inducteur du revStement), 

- de methodes de diagnostic in vitro de la malignite de cellules tumorales par 
mesure de la capacite residuelle de cellules cancereuses a se differencier, et a entrer en 
apoptose et done de methodes de pronostic in vitro de tumeurs, 

- ou de procedes d' etudes concernant des recherches sur la signalisation regulant 
la morphologie, la bioadhesion, la proliferation cellulaires et la communication 
intercellulaire. 

L'invention a plus particulierement pour objet un procede d'etude du 
vieillissement cellulaire, de la differenciation cellulaire, et de l'apoptose, caracterise en 
ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture des cellules a etudier sur les bottes d6finies ci- 
dessus, 

- l'observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, d'une differenciation cellulaire, par 
mesure de la proliferation cellulaire, des proteines synth6tisees, des marqueurs ' 
membranaires specifiques exprimes, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de l'apoptose des cellules, par mesure 
de la viabilite (test d'exclusion au bleu trypan), de 1' activation des caspases (methodes 
fiuorometriques ou colorimetriques, western blotting), de la fragmentation de la 
chromatine (essai TUNEL), ou de la formation de corps a^optotiques (coloration de 
Hoechst). 

L'invention a egalement pour objet un procede de criblage de molecules anti-age 
destinees a prevenir et retarder les effets du vieillissement, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des fibroblastes, en presence 
des molecules anti-age a etudier, sur les boites de culture defrnies ci-dessus, 

- I'observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de la proliferation, et de syntheses, 
notamment de proteines cellulaires telles que le collagene, 



- et la comparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en P absence desdites molecules anti-age a etudier, sur les 
boites definies ci-dessus. 

L'invention concerne egalement un procede de criblage de molecules 
antitumorales destinees au traitement des cancers, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des cellules de melanome 
animales ou humaines, en presence des molecules antitumorales a etudier, sur les boites 
de culture definies ci-dessus, 

- F observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et leur 
differentiation (melanogenese), 

- et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, differentiation 
(detection de synthese de melanine et activite tyrosinase, synthese de fibronectine, de 
T expression de marqueurs tumoraux comme MelCam, P expression de cadherines, (mise 
en evidence par western blotting par ex.) et de Papoptose (etude des activites caspases 
par spectrofluorometrie, western blotting par ex. et autres methodes telles que TUKEL, 
coloration de Hoechst. . .) 

- et la comparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en Fabsence desdites molecules antitumorales a Etudier, sur 
les boites de culture definies ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet une methode de diagnostic in vitro de la 
malignite de cellules tumorales par mesure de la capacite residuelle de cellules 
cancereuses a se differencier, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules canc6reuses, telles que des cellules de 
melanomes humains obtenues a partir de biopsies, sur les boites de culture definies ci- 
dessus, 

- Fobservation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et 
differentiation, et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation (detection 
de synthese de melanine intracellulaire selon la technique decrite par De Pauw-Gillet et 
al {Anticancer Research 1990, 10, 391-96), d'activite tyrosinase (m6thode de dosage 
utilisee decrite par Steinberg et al (J Cell. Physiol. 1976, 87, 265-76), de fibronectine, 
(immunocytochimie, RT-PCR)), de leur viabilite, et de Fapoptose, 
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L'invention concerne egalement l'application de la raethode de diagnostic 
susmentionnee au pronostic in vitro de tumeurs. 

L'invention a egalement pour objet des procedes d'etudes concemant des 
recherches de signalisation cellulaire (voies de l'AMPc et des MAPK en particulier), sur 
ia morphologie, la bioadhesion (par rapport a l'etat d'activation ou deactivation des 
integrates), la proliferation, la communication intercellulaire (detection de cadherines, 
connexines, integrines), a partir de techniques diverses telles que observations 
microscopiques, western blotting, RT-PCR, cytom6trie en flux, immunomarquages, 
injection de jaune de lucifer dans les agregats, lesdits procedes etant effectues par mise 
en culture des cellules a etudier sur des boites de culture deCnies ci-dessus, observation 
et mesure des evenements susmentionn6s. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description detaillee qui suit 
d'un procede d'obtention d'une boite de culture comportant une bicouche telle que 
definie ci-dessus selon rinvention, ainsi que de Ieur utilisation dans le cadre de la mise • 
en culture de cellules. 

I) Description esperimentale de realisation des revetements de boites de petri 

Les travaux sont effectues avec des boites d'origine commerciale, generalement en 
polystyrene. Elles peuvent 6tre de petite, moyenne ou grande taille. Ce peut egalement 
etre des systemes apuits multiples 

Les travaux ont ete effectues avec des boites en provenance de Greiner® Bio one. 

Les boites sont utilisdes en l'etat (pas de lavage qui risque de polluer ou alterer 
l'6tat de surface). 

f 

Les traitements s'effectuent en plusieurs etapes lesquelles sont effectuees en 
milieu "salle propre ou salle blanche". 

1) activation de surface par des decharges electromagnetiques, (plasma, 
dizl-.ZTgzs couronnes). 

Par exemple par plasma on utilise un systeme RF 13,56 MHz, avec un reacteur 
d'environ 20 litres de capacite. On procede Ia facon suivante : 

Les objets sont places a i'interieur du r6acteur, puis on applique le vide Gusqu'a 
environ 1 Pa), puis on fait rentrer du gaz, par exemple de l'oxygene jusqu'a une pression 
partielle de 5 a 10 Pa. La decharge electromagnetique est allumee et maintenue (c'est 
automatique) a une certaine puissance (par exemple 50W) et pendant 5 minutes. 
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A Tissue de ce temps les boites sont recuperees. L'efficacite du traitement est 
appr6ciee par mesure du mouillage avec le test de la goutte d'eau (l'angle de contact est 

inferieura25°). 

2) dep6t d'une couche (primaire) 
Dans les minutes suivant l'activation de surface on depose une couche polymere 
HPMC E4M a partir solution dune solution aqueuse , que Von aura degazee pour 
chasser l'air dissout, a 0,2%/eppi. Les boites sont remplies puis videes apres quelques 
instants, noises a egoutter en milieu acre puis sechees en etuve ventilee a 50°C pendant 
lheure environ. 

L'efficacite du traitement est appreciee par mesure du mouillage avec le test de la 
goutte d'eau : l'angle de contact est de l'ordre de 50a 60° 
3) Dep6t d'une couche bioactive 
La deuxieme une couche polymere CMC 7LF est deposee comme precedemment 
a partir d'une solution aqueuse (eau ppi) prealablement d6gazee, et a une concentration 
15 deO.2%. 

Apres egouttage et sechage a 50°C les boites sont emballees soit individuellement 
soit par lot de 10 et sous un courant d'azote. 

Pour le controle quaUte l'efficacite du traitement est appreciee par mesure du 
mouillage avec le test de la goutte d'eau : l'angle de contact est de l'ordre de 40 a 45° 
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25 



30 



II) ASPECTS BIOLOGIQUES 

1) Prenaration de§ boites ep Hnites de cellulose 

» 

Avant utdisation , les boites enduites de cellulose sont traitees pendant 1 heure a T 
du laboratoire avec une solution d'antibiotiques (penicilline, streptomycine) a 1% en eau 
ultra-pure. Elles sont ensuite rincees 3 fois a 1' eau ultra-pure. 

Recemment, les sohmons * ae CMC ont ete filtr6es stdrilement avant 

d'etre utilisees pour l'enduction. Les boites ont alors seulement ete soumises a un bain 
d'eau ultra-pure pendant 1 heure a T du laboratoire avant d'Stre ensemencees avec les 
cellules. 
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2) CaractSrisation biologique du revetement 

Apres le traitement habituel suivi d'l heure d'incubation a 37°C en pr6sence d'une 
solution de fibronectine (Fn) humaine ou bovine a une concentration de 3 pg/cm 2 et 3 
lavages en eau ultra-pure, les boites sont ensemencees avec des cellules et la 
morphologie des ces dernieres est observee apres 3 heures. L'absence d'etalement 
cellulaire indique l'absence d'adsorption de Fn par la surface cellulosique. 

Cette observation est confirmee par l'absence de marquage positif si, apres avoir 
ete incubee avec du serum, ou avec des cellules de melanome secretant de la Fn, labo'ite 
enduite de cellulose est soumise a un immunomarquage indirect (anticorps primairc de 
lapin reagissanl avec la Fn bovine et la Fn murine , anticorps secondare de chevre anli- 
lapin couple a la rhodamine). Dans les memes situations, un resultat positif est obtenu 
avec le contr61e PS. 

3) Effet induct eur sur les cellules adherentes : controle polystyrene (PS) j umr 
culture de cellules 

Les cellules sont cultiv6es en milieu supplemente par 10% de serum de veau foetal 
, 1% de L-Glutamine et 0.5% d'antibiotiques (penicilline, streptomycine). 

-a-morphologie cellulaire : observee au microscope inverse en contraste de 
phase, ou au microscope electronique environnemental (ESEM). 

cellules arrondies et agregees (etalees sur PS) : lign^es murines : fibroblastes 
Swiss 3T3, L929, Melanomes B16 C3, B16 F0, B16 F10, osteoblastes (osteosarcoma) 
MC 3T3 El sous clones 4 et 24, cellules primaires de metastases de melanomes B16F10 
induites chez la souris C57 Black 6. 

L'agregation des cellules de melanomes B16 est dependante du calcium : en 
l'absence de Ca^milieu sans serum, monencine, tetrandrine), le pourcentage de cellules 
isol6es est tres significativement augmente pour les 3 lignees apres 1 et 3 heures. 

-b-proliferation : 10 000 cellules sont ensemencees par cin 2 . Les cellules sont 
comptees (hemocytometre de Malassez) apres 24 et 48 heures de culture. 
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A 24 heures, les differences eventuellement obseryees entre le controle PS et le 
revetement cellulosique ne sont pas significatives. 

Par contre, k 48 heures, les cellules sur cellulose sont 2 fois moins nombreuses 

que celles sur PS. 

Ceci a ete verifid avec toutes les lignees etudiees. 

II est a noter que les lignees B16 FO et B16 F10 proliferent plus sur cellulose que 
la lignee B16 C3, non metastatique. Le nombre de cellules B16 FO et F10 est multiplie 
par 3 sur cellulose. II est multipli6 par 6 sur PS, en presence ou en absence de MSH 10" 7 
M melanin stimulating hormon utilisee comme deuxieme controle. Le nombre de 
cellules B16 C3 reste stable apres 48 heures sur cellulose, il est multiplie par 2 sur PS 
en presence comme en absence de MSH. 

-c-viabilite : test d'exclusion au bleu trypan 

Apres 48 heures de culture, la viabilite des cellules rondes et agregees sur 
cellulose est inferieure a celle mesur6e sur PS (environ 94% sur cellulose et 99% sur 
PS). 

20 -d-synth^ses : 

Proteines totales par cellule (dosage par la methode de Bradford, kit commercial) : 
les lignees Swiss 3T3 et B16 montrent une synthese augmentee apres 48 heures sur 
' cellulose. Les autres lignees n'ont pas ete etudiees. 



15 



25 



30 



Synthese de Fn : les cellules agregees sur cellulose presentent un marquage 
periph6rique positif des 3 heures, augmente a 24 heures (immunomarquage indirect 
utilisant un anticorps primaire anti Fn d« ^s, non reactif vis a vis de la Fn bovine). 
MSH favorise aussi une augmentation de synthese de Fn qui apparait bien localisee au 
niveau des contacts cellulaires pour les trois lign6es de m61anomes cultivees sur PS . 

Synthese de m61anine intracellulaire : selon la technique decrite par De Pauw- 
Gillet et al (Anticancer Research 1990, 10, 391-96). 
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Une augmentation significative de la melanine intracellulaire est observee apres 
48 heures pour les 3 lignees B 16 agregees sur cellulose. L'effet inducteur du revetement 
cellulosique sur la synthese de melanine est ail moins equivalent sinon superieur a celui 
obtenu avec MSH 10~ 7 M 

Ce resultat est complete et confirme par une augmentation de l'activite tyrosinase 
dans les 3 lignees cultivees sur cellulose a 4S heures. La methode de dosage utilisee est 
celle decrite par Steinberg et al {J Cell Physiol 1976, 87, 265-76). La encore, les 
resnltats sont equivalents ou superieurs a ceux mesures en presence de MSH. 

-e-espressioB de proteioes membranaires : recepteurs et marqueurs 

Par immunomarquages et western blotting, les cadherines N ont et6 evaluees. Les 
cellules agregees sur cellulose montrent une augmentation des cadherines N. Toutefois, 
une decroissance des p-catenines (immunoprecipitation et western blotting) suggerent 
une perte de fonctionnalite des cadherines N exprimees sur cellulose. 

Le marqueui* tumoral Mel-Cam, observable a pai'tir de cellules B16 F10 (western 
blots) cultivees 48 heures sur PS tfest plus exprime a la surface des cellules cultivees le 
meme temps sur cellulose. 

-f-apoptose : determinee par mesure d ! activite de la caspase 3 par fluorometrie 
ou western blotting, et methode TUNEL (kit commercial) 

L'activite caspase 3 est augmentSe a 24 et 48 heures dans les cellules agregees sur 
cellulose. Ce resultat est confirme par Tessai TUNEL. Les cellules test6es sont : les 
fibroblastes Swiss 3T3 et les 3 lignees de melanomes B16. Les autres lignees et les 
cultures primaires de metastases induites par injection de cellules B16 F10 chez la 
souris seront par la suite verifiees. 

Conclusions 



L'effet inducteur est un eflfet differenciant : cf paragraphes b, d, et e, ci-dessus. 
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Le materiau a une efficacite egale ou superieure a MSH 10" 7 M, agent 
differencial utilis6 comme contr61e dans les cultures sur PS. 

Le revetement est inducteur d'apoptose chez des cellules normales et canc6reuses : 
cf paragraphes c, et f, ci-dessus. 

Essai de culture prolong6e : 5 jours, realise avec des B16 C3. 

Resuitats concluants : gros amas tres melaniques, maintien de l'etat agrege. 
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REVINDICATIONS 



1. Boites bioactives pour cultures cellulaires comportant sur leur fond une 
bicouche comprenant une couche primaire interne d'hydroxypropylmethylcellulose 
(HPMC), ou d'alcool polyvinylique (PVA), en contact avec le fond des boites, et une 
couche bioactive externe de carboxymethylcellulose situee sur ladite couche interne. 

2. Boites bioactives selon la revendication 1, caracterisees en ce qu'elles se 
presentent sous forme de boites de petri, telles que les boites de petri en polystyrene 
d'origine commercial, ou sous forme de plaques a puits multiples, au fond desquels se 
situe la bicouche. 

3. Boites bioactives selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que les 
epaisseurs de la couche interne de HPMC ou de PVA, et de la couche externe de CMC, 
sont de quelques microns, notamment d'environ 1 a 5 microns. 

4. Procede de preparation de boites bioactives selon Tune des revendications 1 a 
3, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape d' activation de la surface du fond des boites par des decharges 
electromagnetiques, 

- le depot de la couche interne de HPMC sur le fond des,boites, puis sechage, 

- le dep6t de la couche bioactive externe sur la couche primaire sechee obtenue a 
F etape precedente, puis sechage. 

5. Utilisation de boites bioactives selon Fune des revendications I k 3, pour la 
mise en oeuvre : 

- de precedes d'etude du yieillissernent cellulaire, de la differentiation cellulaire, 
et de Fapoptose, 

- de precedes de criblage de molecules anti-age destinees a prevenir et retainer les 
effets du vieillissement, 
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. de precedes de criblage de molecules antibnuorales destines au traitement des 



cancers, 



-'de methodes de diagnostic in vitro de la malignite de cellules tumorales par 
mesure de la capacite residuelle de cellules cancereuses a se differencier, et a entrer en 
apoptose et done de methodes de pronostic in vitro de tumeurs, 

- ou de procedes d'etudes concernant des recherches sur la signalisation regulant 
la morphologic la bioadhesion, la proliferation cellulaires et la communication 
intercellulaire. 

6. Proced6 d'etude du vieillissement cellulaire, de la differenciation cellulaire, et 
de l'apoptose, caracterise en ce qu'il comprend : 

-une etape de mise en culture des cellules a 6tudier sur les boites definies dans 

l'une des revendications 1 a 3, 

- l'observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, d'une differenciation cellulaire, par 
mesure de la proliferation cellulaire, des proteines synthetisees, des marqueurs 
membranaires specifiques exprim6s, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de 1' apoptose des cellules, par mesure 
de la viabilite, de l'activation des caspases, de la fragmentation de la chromatine ou de 
la formation de corps apoptotiques 

7. Procede de criblage de molecules anti-age destinees a prevenir et retarder les 
effets du vieillissement, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture de cellules, telles que des, fibroblastes, en presence 
des molecules anti-age a etudier, sur les bcites de petri definies dans Vune des 

revendications 1 a 3, 

- l'observation des cellules par microscope pour 6tudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire ia qnanauu^n, de la proliferation et de syntheses, 

- et la comparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures de 
cellules utihsees en taut que temoins, lesdites cultures temoius etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en l'absence desdites molecules anti-age a etudier, sur les 
boites d6finies dans l'une des revendications 1 a 3. 
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8. Procede de criblage de molecules antitumorales destinees au traitement des 
cancers, caracterise en ce qu'il comprend : 

- line etape de mise en culture de cellules, telles que des cellules de melanome 
animates ou humaines, en presence des molecules antitumorales a etudier, sur les boites 
defmies dans Tune des revendications 1 a 3, 

- F observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et leur 
differentiation, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, differenciation, et 
de Tapoptose, 

- et la coraparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures d& 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en {'absence desdites molecules antitumorales a etudier, sur 
les boites definies dans Tune des revendications 1 a 3. 

9. Methode de diagnostic in vitro de la malignite de cellules tumorales par mesure 
de la capacite residuelle de cellules cancereuses k se differencier, caracterisee en ce 
qu'eile comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules cancereuses, telles que des cellules de 
melanomes humains obtenues a partir de biopsies, sur les boites de petri definies dans 
Tune des revendications 1 a 3, 

- l'observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et 
differenciation, et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, viabilite 
et de Tapoptose. 

i 

10. Application de la methode de diagnostic selon la revendication 9, au pronostic 
in vitro de tumeurs. 
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